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論文内容要旨
 独立栄養細菌を利用した鉱工業プロセスにおいては,独立栄養細菌のみの働きを考慮するだけではな
 く,そこに生息する微生物群全体による働きを考える必要が生じている。特に独立栄養細菌は,従属栄
 養細菌と比べ増殖速度が小さいことがプロセスヘの適用の際に大きな問題となり、施設の大規模化が余
 儀なくされる。これを避けるための方策として鉱山廃水処理施設などで細菌を高楮度化することが実施
 されてレ.・るが、こうした場合反応液中への代謝産物などの有機物の蓄積により独立栄養鉄酸化細菌の阻
 害が懸念される。しかし,従属栄養微生物が反応部に存在する場合,これらの有機物を基質として生育
 していることが期待される。
 本研究では,訓2以下の強酸性環境下の鉄基質集積培養に生息する従属栄養微生物についてその特徴
 を明らかにし,さらに鉄基質集積培養中におけるこれら微生物の役割について解明することを目的とし
 た。鉄基質集積培養中から従偶栄養微生物を多数単離するとともに、特に従属栄養かつ鉄イオン酸化能
 を有する細菌については,系統分類」二新規なものであったため詳細な検討を行った。また,実際に独立
 栄養鉄酸化細菌の利用の際に行われている高密度培養を想定し,鉄基質集積培養中における従属栄養微
 生物の役割とその可能性について検討した。
 木論文はこれらの研究成果をとりまとめたもので、以下の5章から構成されており、その概要は次の
 通りである。
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第五章緒論
 第1章では本研究を始めるに至った社会的背景並びに本研究の目的を述べ、木研究に関する既往の研
 究成果および研究例をとりあげ、これまでの第一鉄イオンが存在する強酸性環境における独立栄養鉄酸
 化細菌と従属栄養微生物の関係に関する問題、点および不足点を検討した。
 第2章鉄酸化細菌集積培養からの従属栄養微生物の単離
 独立栄養鉄酸化細菌の集積培養中に独立栄養鉄酸化細菌の代謝産物を利用する従属栄養微生物が安
 定して存在していれば、独立栄養鉄酸化細菌との問で何らかの共生関係を作っており、場合によっては
 鉄酸化細菌の工業的利用に応用できるようなものである可能性も考えられる。そこで松尾鉱山廃水処理
 場を起源とする独立栄養鉄酸化細菌の集積培養からグルコースないしYeastextractを基質とした培地
 (Czapeck-Dox,改良WAYE培地)を用い、従属栄養微生物の単離を行った。その結果、グルコースを基質
 とした培地から、真菌2株、従属栄養細菌18株を単離し、またYeastextractを身,墾質とした培地から、
 従属栄養細菌6株を単離した。真菌のうちTEFHは1)HL5の培地でも生育した。Yeastextractを基
 質とした培地から単離された従属栄養細菌のうち皿B4株は鉄酸化能力を有し、Yeastextract存在下で
 増殖できた。
 第3章新規な従属栄養鉄酸化細菌〃.ioγom加011ノ〃ssp.IIIB4の特徴
 第3章では,第2章で述べたyeastexしract存在下においてのみ生育し、かつ第一鉄イオンを酸化
 する能力を有している従属栄養鉄酸化細菌班別株について、その系統分類学的な同定を行うとともに、
 生化学的特徴を詳細に検討した。
 生化学的な特徴を調べるために幾つかの培地の組成を変えて培養実験を行った。除鉄培地でのHIB4
 株の増殖挙動は増殖のためのエネルギーを第一鉄イオン酸化ではなくyeasしextractの代謝から得てお
 り、HIB4株が完全従属栄養鉄酸化細菌であることが推定された。Yeastextractの濃度0)影響を調べた
 ところ、至適yeastextract濃度として0.1から0.5g/dm3が得られ、それよりyeastextractの欠乏
 ないし過剰なyeastextract濃度により増殖が阻害された。1言1一一起源の集積培養から単離されている独
 立栄養鉄酸化細菌/1.距rmox1幽11訂23-3株の最大比増殖速度0.085h-1と比べ、HIB4株は2.7倍の最大
 比増殖速度を持つことが明らかとなった。また、pHと温度の影響を調べた結果HI団株は、増殖至適
 pHがし5から2.5であり、増殖至適温度は30℃から40℃までの範囲をもつ中温菌であることがわかっ
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 た。またpllLOおよびL5の場合だけ第一鉄イオンを完全に酸化することが示された。皿B4株はYeast
 extract以外の有機物(Cystalnine,Cysteine,Cystine,Glucose,Glutamate)を基質として利用できなかっ
 た。
 16SrDNAの塩基配列の読み取り相同性検索を行った結果,HIB4株の16SrDNAは沼10/0!0加。ガ1αs
 凄s∬1400κf幽ノ2sと99.7%の高い相同性を持つことが示されたが、その生理学的特徴は,
 〃10」・dO加oiノノ〃S属細菌の中でも大きく異なるとともに,従属栄養的に増殖できる鉄酸化細菌としても
 合致する菌株はみられなかった。以..しのことから,HIB4株は〃∫070.lo加。〃加ssp.として新規の細菌
 であることが示された。
 第4章集積培養における従嘱栄養微生物の役割
 第4章では,まず真菌および独立栄養鉄酸化細菌の無細胞抽出液を作成し、それらを用いて真菌およ
 び独立栄養鉄酸化細菌培養して、これらの微生物が溶菌した際に集積培養系に及ぼす影響を検討した。
 無細胞抽出液を利用した増殖実験を通して独立栄養鉄酸化細菌パ.愈1"α編曲ノ1調23-3株と真菌TEF1・i
 株の両者は両方の無細胞抽出液を用いて増殖することが認められた。菌類の無細胞抽出液を用いた場合、
 マグネシウムイオンが不足していたために、T23-3株の増殖に誘導期が生じていたことが明らかになっ
 た。また、それ以外の成分はT23-3株の増殖に必要な量が無細胞袖山液中に存在していることも示され
 た。さらに、pH1.5の環境下においても真菌の増殖が認められ、TEF1-1株自身の無細胞抽出液中に存
 在した有機物も基質として利用し増殖することができた。以上のことから、鉄酸化細菌の集積培養にお
 いて、特にアンモニウムやリン酸などの無機物イオンの供給が制限されるような場合には、独立栄養鉄
 酸化細菌が溶歯することにより放出される、ないし代謝産物として放出される有機物と無機物イオンを
 利用して真菌が増殖し、その真菌が溶菌することにより放出される無機物イオンを利用して独立栄養鉄
 酸化細菌が増殖するといった現象が生じていると考えられる。また独立栄養鉄酸化細菌は、二酸化炭素
 を固定して有機物を合成し、系内に有機物を蓄積させる役割を果たしている。実験に用いた独立栄養鉄
 酸化細菌丁23-3株、真菌TEFH株とも同一の鉄酸化細菌の集積培養から単離された微生物である。し
 たがってこの集積培養に存在する独立栄養鉄酸化細菌と真菌との問は相利共生の関係となっている可
 能性が高い。また、ここでは従楓栄養微生物の代表として真菌を用いて詳細な検討を行ったが、同じ集
 積培養に存在する皿B4株などの従属栄養鉄酸化細菌やi)liH株などの従属栄養細菌と独立栄養鉄酸化
 細菌との間でも同様の関係があることが推定される。
 一3一
」
 一方、培養装置中で鉄酸化細菌を高密度で培養できる電気培養法を用いて独立栄養鉄酸化細菌を培養
 し、その上澄み液を使って独立栄養鉄酸化細菌、従属栄養鉄酸化細菌および真菌の培養実験を行い、そ
 の増殖挙動を検討した。電気培養における独立栄養鉄酸化細菌丁23-3の最終菌体濃度は最大でL2×lolo
 cells/cm3であった。電気培養の上澄み液を用いて皿B4株の増殖実験を行った結果、特にyeastextract
 などの有機物を加えなくてもHIB4株の増殖が生じた。電気培養の最終菌体濃度が1×iOgceUs/cm3の
 ときの上澄み液を用いたとき、II[B4株の比増殖速度が最大になるが、電気培養の最終菌体濃度が1×loiO
 cells/cm3を越えると有機物による増殖の阻害が著しくなってくることがわかった。これらの結果から
 電気培養の上澄み液中に存在する有機物はyeas七extractと同様にII'lB4株の基質となりyeastextract
 と同様に高濃度では阻害を受けることが分かった。
 独立栄養鉄酸化細菌を培養する際に電気培養の一ヒ澄み液を用いた場合、9K培地を用いたときと比較し
 て実験初期の増殖速度に大きな違いはないものの、増殖して到達する最大菌体濃度の値に大きな開きが
 生じた。対照実験の9K培地の場合、独立栄養鉄酸化細菌の最大菌体濃度は1×108ceHs/cm3まで到達し
 ているが、電気培養の上澄み液を使用した場合には、培地中にまだ十分に第一鉄イオンが残存している
 にもかかわらず、いずれも3×10了cel.1s/cm3のところで増殖が停止している。その結果、電気培養の上
 澄み液を使用した場合、対照実験と比較して第一鉄の酸化が大幅に遅れている。
 以上の結果から,独立栄養鉄酸化細菌は高濃度に蓄積された自身の代謝産物により阻害を受けること、
 その阻害物を従属栄養鉄酸化細菌が消費し大童に生育していること、このような共生微生物を利用して
 代謝産物による阻害を回避できる可能性があることが示された。このような結果を踏まえて高密度に独
 立栄養鉄酸化細菌を存在させているような環境では、HIB4株のような従属栄養鉄酸化細菌が比較的大
 量に存在し、実際の第一鉄イオンの酸化において相当な比率で貢献していることが予想され、今後検討
 を進めていく必要がある。
 第5章結論
 第5章では、本研究により得られた成果を取りまとめ、本論文の結論とした。
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 論文審査結果の要旨
 独立栄養鉄酸化最近は増殖速度が小さいため、鉱工業プロセスに利用する際には反応
 槽内の細菌を高密度に保つ操作が行われることが多い。このような場合、細菌の高密度
 化に伴う代謝産物の蓄積による独立栄養鉄酸化細菌の阻害が懸念され、その対策が求め
 られていた。本論文は、鉱山廃水処理場を起源とする鉄酸化細菌の集積培養に生、慰する
 従属栄養微生物についてその特徴を明らかにするとともに、集積培養中におけるこれら
 微生物の役割の解明を行ったもので、全文5章よりなる。
 第1章は詰論である。
 第2章では、鉄基質集積培養中からの従属栄養微生物の単離結果について述べられて
 いる。松尾鉱山廃水処理場を起源とする独立栄養鉄酸化細菌の集積培養から、グルコー
 スを基質とした培地を用いて真菌2株、従属栄養細菌18株が単離され、またy6astextr&c七
 を基質とした培地を用いて従属栄養先菌6株が単離されている。真菌のうちTEF1-iは
 pH1.5の培地でも生育し、Yb段stextractを基質とした培地から単離された従属栄養細菌
 のうちHB4株は鉄酸化能力を有し、pHl.5の培地で生育しY6&stextr&ct存在下で増
 殖することが示されている。
 第3章では、集積培養中から単離された従属栄養鉄酸化細菌BIB4株について詳細な
 検討を行っている。HIB4株は「Yb&stextr&ctを唯一の基質とする従属栄養鉄酸化細菌で
 あり、低濃度のye&stextr&ctで生育し、ye&stextr&c七濃度が高くなると増殖が著しく
 阻害されることが明らかにされている。16SrRNA遺伝子の相同性検索より、HIB4株は
 AUcyclobaciHusdisufdooxidallsと高い相同性を持つことが示されたが、その生理学的
 特徴は大きく異なり、催に特徴の類似する種も存在しないことから、HIB4株は
 Aiicyclobacillus属の新種の細菌であると結論付けられている。
 第4童では、真菌および独立栄養鉄酸化細菌の無細胞抽出液を作製し、それらを用いて
 真菌および独立栄養鉄酸化細菌を培養して、両者が溶菌した際に集積培養系に及ぼす影響
 が検討されている。また、独立栄養鉄酸化細菌を高密度培養した上澄み液を使って従属栄
 養鉄酸化細菌HIB4株を培養することに成功し、この知見を元に鉄基質集積培養中におけ
 る従属栄養微生物の果たす役割について明確に示している。さらに、これらの独立栄養鉄
 酸化細菌とこれら従属栄養微生物を活用した鉱工業プロセスの意義について述べている。
 第5章は、結論である。
 以、ヒ要するに木論文は、pH2以下の強酸性環境である鉄酸化細菌の集積培養に生息す
 る従属栄養微生物についてその特徴を明らかにし、集積培養中におけるこれらの微生物が
 果たす役割を解明するとともに、これら微生物を活用した鉱工業プロセスの展望を示した
 もので環境科学の発展に寄与するところが少なくない。
 よって、本論文は博士(環境科学)の学位論文として合格と認める。
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